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SAMENVATTING
Plasmiden zijn ringvormige DNA moleculen, die veelvuldig in prokaryote organis-
men worden aangetroffen. Gewoonlijk repliceren plasmiden onaÍhanlelijk van het
chromosoom van de cel waarin ze zich bevinden. Natuurlijke plasmiden blijken in de
meeste gevallen niet essentieel te zijn voor de cel. Aangezien de meeste plasmiden
ir meerdere kopieen per cel aanwezig zijn, worden ze veel gebruikt in de moleculai-
re klonering voor het verneerderen van bepaalde seglnenten DNA, of van genen die
inteÍessante eiwitten specificeren.
Plasmiden die gebruikt worden voor zulke recombinant-DNA technieken in de
Gram-positieve bacterie Bacilhts nrDtilir blijken dikwijls slecht te worden gehand-
haafd, dat wil zeggen, ze Àjn segregationeel instabiel. Vaal zijn zulke plasmiden
tevens structureel instabiel. Structurele plasmide iGtóilitcit betekent dat de
nucleotidensequenties van het DNA worden gehergroepeerd. Met name deletievor-
mi.g het verdwijnen van segmenten DNA, treedt veelvuldig op. Dit vormt een
aanzisÀlijke bele--eriag voor de ooharildlsling van efficiente kloneringssvstemen in
dit organisme. Aangezien B. subtilis, en bacilli ia het algemeen" belangrijke toepas-
singen vinden in de biotecbnologie, is dit probleen niet alleen van wetenschappelijk,
maar tevens van toegepast belalg.
De rode draad die door dit procfschrift loopt, is structurele plasmide instabiliteit
in .8. suànlrs. Twee aspecten van plasmide instabiÍteit wcrdcn onderzocht. De cerstc
betrof het identiÍiceren van cellulaire functics dic bctrokken zijn bij deletievorming
in plasmiden. Daartoe werden deletiefrequenties vergeleken in een aantal B. subtílis
mutanten die gestooÍd zijn in homologe recombinatie en/of DNA schadeherstel. Het
tweede aspect betrof het verwervcn van inzicht in mechanismen die ten gronslag
liggen aan dc vorming van plasmidc deleties. Daartoe werd ecn groot aantal deleties
op molcculair nivo geanalyscerd.
In Hoofdstuk I wordt een algemene inleidi"g gegeven over het optreden etr bet
belang van structurele genoom instabiliteit met de nadruk op de vorming van
plasmide deleties, het hoofdthema van dit proefschrift.
In Hoofdstuk II wordt eeD systeem beschreven met behulp waarvan structurele
plasmide instabiliteit iA B. subtilis kan worden gedetecteerd en geanalyseerd. Het is
gebaseerd op plasmide pGPl, dat een hrsie bevat tusscn het penicillinase gen QtenP)
van Bacillus lichenifumis en bet B-galactosidase gen (lacZ) vat Escheichia coli.
De cxpressie van lrcZ, dic gereguleerd wordt door transcriptie/translatic signalen
van penP, kan eenvoudig wa:rgenomen wordcn mct bchulp van de indicator X-gal.
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Dit kleurloze substraat wordt door p-galactosidase omgezet in een blauw ncerslag.
Plasmiden uit cellen die witte kolonies produceerden op X-gal-bcvattende agar,
bleken alle gedeleteerde pGPl varianten te bevatten. De effecten vao verschillende
cellulaire functies op structurele plasmide instabiliteit 'n B. subtilis werden bcstu-
deerd door de deletiefrequenties in wild-type en recombinatie- en herstel-deficiente
stammen met elkaar te vergelijken. Dit onderzoek toonde aan dat de mate van
deletievormi-og sterk beinvloed wordt door het geootypc van de gasthecr. Drie
klassen konden worden onderscheiden: (1.), mutanten waarin pGPl zeer stabiel was
(recE4, recF33, recLló, recMl3); stammen waarin pGPl matig stabiel was (wild-type,
recD4l, recD43, rec-84); mutantetr waarin pGPl zeer instabiel was (recAl, recA73,
recB2, recB3, recG39, recG40, recH342, add,45, addB7|, addB72, uvr).
In Hoofdstuk III wordt op een opmerkelijke eigenschap van pGPl nader ingegaan.
Hoewel de penP en lacZ translationele leesframes niet op elkaar aansluiten, produ-
ceerde pGPl toch cen actief p-galactosidase eiwit met ongeveer hetzelfde molecuul-
gewicht als het wild-type eiwit. De synthese van dit eiwit was afhankelijk van
translatie van het penP deel van de fusie. Het fusiepunt tussen penP er lacZ bleek
de sequentie A-U-A-G te bevatten, waarbij het U-A-C stopcodon in het penP
leesfra-e bleek te p2s(eu en het A-U-A codon in het lacZ leesfr"-e. Uit N-termi-
aals arninezuursequentie analyse van het door pGPl gespecificeerde p-galactosidase
eiwit bleek dat herstart van tr'2nslatie plaatsvindt op dit a-U-A codon. Deze
resultaten tonen aar dat expressie van lacZ op pGPL het gevolg was van translatio-
nele koppeling een verschijnsel waarbij translatie van een stroomafuaarts gelegen
coderende sequentie afhankelijk is van beeindigng van translatie van een direct
stroomopwaarts daarvan gelegen coderende sequentie.
Hoofdstuk IV behandelt pGPl varianten met deleties n het penP-lacZ gebied zoals
die gevormd worden in de wild-type stam. Uit restrictieana.lyse van í) gedeleteerde
plasmiden bleek dat wijwel a.lle de promotor en/of Shine-Dalgarno sequenÍ.ies van
penP verloren hadden. De rechter deletie eindpunten waÍen gelegen in, of stroomaf-
waarts van het lacZ deel van de ftxie. Om na te gaan of specfieke sequentiepatro-
nen aanwezig waren in de omgeving van de deletie eindpunten, werden de nucleoti-
denvolgordes op de fusiepunten van 28 willekeurig gekozen deleties bepaald. Slechts
in één geval konden de eindunten worden gelokaliseerd in korte homologe sequenties
("direct repeats"; 10 basenparen in dit geval) die gefla-n-keerd waren door "inverted
repeats" (12 basenparen, waarvan I ongepaard). De lage frequentie van deleties
tussen "direc! repeats" was verrassend, omdat dit rype in andere systemen, zowel in
B. subtilis als in E. coli, beel frequent voorkomt. Onderzoek door anderen suggereert
dat dit rype deleties hct rcsultaat is nan foutievc replicatie. De eindpuntcn van dc
overige 77 deleties waren niet geassocieerd met "repeats" van meer dan 3 basenpa-
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ren. In de nabijheid van 15 linker eindpunten was het te[anucleotide 5'-T-G-T-A-3'
aanwezig. Bovendien werd in 15 gevallen op het linler breekpunt de sequentie 5'-T-
T-T-3', of de complementaire sequentie 5'-A-A-A-3' aangetroffeo. De meeste linker
deletie eindpuntetr waren gelokaliseerd n het penP trensqllplie/llanslatie regulato-
risch gebied, dat een sterke tweezijdige syrrmetrie vertoont waardoor dit gebied
stabiele secundaire structuren kan vormen. Verondersteld wordt dat deze potentiele
"stem-loop" structuren, samen met de bovengenoemde voorkeurssequenties, de deletie
eiodpunten specficeren. De verwachting is dat deze eindpunten hglkgnningsplaatsen
voor ecn rype-l topoisomerase zijn. Bovendicn lat€n de resultaten de specuJatie toe
dat actieve transcriptie de vormi.g van secundaire structuren voor dcletievorming
zou kunnen verhogen. In de directe omgeving van de rcchter deletie eindpuntcn
wcrd in 15 gevallcn de sequentie 5'-G1C-G/C-G1C-G-A/T-A/T-Aff-NG gevonden.
Hct is onduidelijk of deze gedegenereerde "consensus" een rol speelt in deletievor-
mirg.
De Hoofdstukken V and VI beschrijven deletievormi.g ir pGPl iq respectievelijk,
de recE4 (pGPa phsmiden) et addB72 mutant (pGP7 plasmiden). In de recE4 mutant
is de hoeveelheid RecE eiwit sterk gereduceerd. ln de addB72 Eutant ontbreken de
ATP-alhankelijke DNase en helicase activiteiten van het AddAB eiwitcomplex.
Restrictieanalysc van 25 pGP4 en 28 pGYI plasmiden liet zien dat, evenals ir het
wild-typc, wijwel alle linker deletie eindpunten gelocaliseerd waren i-o het penP
regulatorische gebied. Araloog aÍrn de situatie in het wild-type, bevond zich het
merendeel van de rechter deletie eindpunten van zowel de pGP4 als pGPT plasmiden
in, of stroomafuaarts van lacZ. Yan 10 pGP,f- en 13 pGPT plasmiden werden de
nucleotidenvolgordes op de dcletic fusiepunten bepaald. De resultaten kunnen als
volgt samengevat worden: (1), deleties tussen "direct repeats' ( > 3 basenparen)
werden in de recE4 mutant niet gevonden, maar in de addB72 mutant bleek ong€veeÍ
de helft van de deleties van dit type te zijn; (2), evenals in het wi.ld-type, waren in
bcide mutanten de sequenties 5'-T-T-T-3', of 5'-A-A-A-3', veelvuldig op de linker
breekpunten aanwezig. Evenzo werd het 5'-T-G-T-A-3' motief frequent waaÍgenomcn
io de onmiddelijke nabijheid van de linker eindpunten van deleties gevormd in de
recE4 cn addB72 mutanten; (3), gedcgenerecÍde scquentiepatronen, zoals gevonden in
het wild-type, werden ook waaÍgenomen in de omgeving van de rechter eindpunten
van pGP4- en pGPT plasmiden. De betekenis van deze patroneo voor deletievorming
is onduidelijk.
De linker eindpunten van pGPl deletievarianten, ontstaan in de rccE4- et addB72
mutanten, bleken veelwldig in dezelfde "stem-loop' stÍuctuÍen voor te komen als
waarin in het wild-typc deze cindpunten worden gevonden. Deze waalneming en de
resultaten dic hierboven zijn samengevat, suggeÍeren dat, ondarlc de grote verschil-
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len in deletiefrequenties van pGPl in de wild-type-, recE4-en addB72 stemrqen, in
alle drie achtergronden dezelfde 6gs[anisrnsa ten gronslag liggen aan deletievor-
ming. De veronderstelling is dat het RecE eiwit en het AddAB complex op een
indirecte ma'ier betrokken zijn bij delctievorming. De ATP-aÍhanlelijke helicase
activiteit van het AddAB complex 2sg ftrrnnsa interfereren met de vorming van
secundaire structuren en aldus de verhoogde deletiefrequenties in de add,B72 muant
kunnen verklaren. De hogere deletiefrequenties in het wild-rype ten opzichte van de
rccE4 mutant zou verklaard ku.ren wordeo met eea stimulerende rol van het RecE
eiwit bij ds yolming van dezelfde secundaire structuren.
Hoofdstuk VII beschrijft experimenten ovcr wagen die in de voorgaande hoofd-
stukken zijn opgeroepen. De eerste betreft het effect van gastheer functics op het
ontstaan van deleties tussen korte 'direct repeats". Hiertoe werd "precise excision"
van tr.nsposons als modelsysteem gebruikt. De frequentie van "precise excision"
bleek niet te verschillen in de wild-tpe-, rccE4- eÁ addB72 starnmen. Dit resultaat
is duidelijk anders dan dat met betrekking tot deletievorming tussen "direct repeats"
in de penP-lacZ fusie van pGP1, waarbij de addB72 mutatie een stimulerend effect
bleek te hebben. Hieruit blijkt dat aan de vorming van de laatstgenoemde deleties
en die op 'dtect repeats" ten gevolge van "precise excision' van transposons
verschillende mechanicmen ten grondslag liggen. Hoewel uit werk van anderen
bekend is dat 'precise excision" het meest efficient verloopt met plasmiden die via
enkelstrenSs yslling-circle intermediairen repliceren, is dit mogelijkerwijs niet het
geval voor de ir dit proefschrift beschreven deleties in pGP1.
De tweede serie experimenten had tot doel de bovenstaande veronderstslling te
toetsen. Daartoe werden de replicatiefuncties van pGPl vervangen door die van
pAMp en pTB19. Laatstgenoemde plasmiden repliceren niet via een rolling-circle
mechanisme en produceren geen waarneembare hoeveelheden enkelstrengs replicatie
intermediairen. In de van pAMp eo pTBl9 afgeleide plasmiden bleek de deletiefre-
quentie in het penPJacZ gebied nog steeds hoog te zijn. Dit betekent dat enkel-
strengs replicatie intermediairen de vorming van de deleties beschreven in dit
proefschrift niet bevorderen.
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